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(54) Title: METHOD FOR THE PRODUCTION OF PHOSPHOLIPIDS 
(54) Bezeichnung; VERFAHREN ZUR HFRSTELLUNG VON PHOSPHOL1PIDEN 

(57) Abstract: The invention relates to a method for the production of phospholipids of general formula (I) with the exclusive aid 
ol phosphuhpase D irum a phospholipid mixture and without using organic solvents, wherein phosphatidyl acid is produced in an 
aqueous, unbuffered phase with phospholipase D and at least one bivalent metal ion in a first step and at least one phospholipid 
ol general iormula (I) is produced from the phosphatidyl acid having at least one compound of general formula (II) R 3 - OH in a 
second step. Phosphatidyl ne, phosphatidylcholine, phosphatidylelhanolaminc, phosphatidylinositeand/or phosphatidylglycerine 
are obtained as products. In another embodiment of the invention, the PLD is identical or different in both steps of said method 
wherein in the latter case the pi I values for the first and second steps of the method are different, said values lying particularly 
between 6.5 and 8.0, especially between 5.0 and 7.5. The novel method makes it possible to easily obtain products with high yields 
and excellent punty thereby rendering said products suitable for applications in the food industry and pharmaceutical applications. 

(57) Zusaminenfassung: Mit dem vorliegenden Vcrfahrcn werden Phospholipidc der allgemeinen Formel (I), mil Hilfe von aus- 
schhesshch Phospholipase D aus eincm Phospholipid-Gemisch und ohne Verwendung organischer Litecmillel hergestcllt, indem in 
wassnger, ungepuffertcr Phase mit Phospholipase D und mindestens cinem xweiwertigen Mctallion in eincr crsten Stufe Phospha- 
tidylsaure und in ciner /.wcitcn Stufe aus Phosphatidylsaure mit mindestens eincr Verbindung der allgemeinen Formel (II) R 3 OH 
mindestens ein der allgemeinen Formel (I) enlsprechendes Phospholipid hergestcllt wird. Als Produkte werden insbesondere Phos- 
phatidylsenn, Phosphatidylcholin, Phosphatidylethanolamin, Phosphatidylinositund/oderPhosphatidyklycerin erhalten Als Van- 
anten siehl die vorliegende Erfindung vor, dass PLD in beiden Verfahrcnsstufen identisch oder aber umerschiedlich ist wobei sich 
im letzten Fall die pll-Werte fur die erste und /.weile Verfahrensstufe unterscheiden und insbesondere zwischen 6 5 und 8 0 b/.w 
zwischccn 5.0 und 7.5 liegen. Mit diesem neuen Verfahren werden Pmdukte auf einfachc Weise in urossen Ausbeuten und mit aus- 
ge/eichneter Rcinheit erhalten, so dass sie auch I'Ur lebensmitteltechnische und/odcr pharmazeutische Anwcndungen geeignet sind 
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Verfahren zur Herstellung von Phospholipiden 

Beschreibung 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung 
von Phospholipiden. 

Phospholipide, auch als Lecithine bezeichnet, wie z. B. Soja- und Eigelb- 
Lecithin, werden seit langem in Lebensmitteln, kosmetischen Produkten, 
Farben, Schmiermitteln, rnagnetischen Materialien, Tierfutter sowie 
medizinischen und agrochemischen Produkten verwendet. Dabei zeigen 
Phosphatidylsaure-Derivate, die durch eine enzymatische 
Transphosphatidylierung aus Phospholipiden und Hydroxylgruppen 
enthaltenden Verbindungen hergestellt werden, zum Teil Eigenschaften, die 
denen des Ausgangsmaterials uberlegen sind. 

Phospholipase D (PLD) wird insbesondere zur hydrolytischen Herstellung 
von Phosphatidylsaure in der Gegenwart von Wasser eingesetzt und bei 
gleichzeitiger Anwesenheit eines zweiwertigen Metallions konnen 
Phosphatidylreste auf eine Hydroxylgruppen tragende alkoholische 
Verbindung als Akzeptor ubertragen werden. 

Damit Phospholipasen D entsprechende Transphosphatidylierungs- 
Aktivitaten zeigen, ist die Gegenwart zweiwertiger Metallionen 

unumganglich.LediglichbeiTransphosphatidylierungs-Reaktionenzwischen 
identischen Phospholipid-Molekulen oder Phosphatidyl-Glycerin wurden 
auch entsprechende Aktivitaten in Abwesenheit zweiwertiger Metallionen 
nachgewiesen. 

Insbesondere bei Transphosphatidylierungs-Reaktionen zwischen 
unterschiedlichen Phospholipid-Molekulen ist deshalb darauf zu achten, 
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dass das Reaktionssystem weder Substanzen enthalt, die mit diesen 
zweiwertigen lonen reagieren, noch dass Hydroxylgruppen enthaltende 
Verbindungen eingesetzt werden, die ihre entsprechende Reaktivitat unter 
dem Einfluss von zweiwertigen lonen verlieren. 

Ferner ist darauf zu achten, dass beispielsweise in dem am meisten fur 
PLD-Reaktionen eingesetzten pH-Wert-Bereich zwischen 5 und 8 keine 
Puffer verwendet werden, die mit zweiwertigen lonen, und insbesondere 
Kalziumionen, prazipitieren. 

Aus der Uteratur sind zahlreiche Dokumente bekannt, die 
Herstellungsverfahren fur Phospholipide unter Verwendung von PLD 
beschreiben. 

Dabei stehen meist Zweiphasen-Systeme, bestehend aus einer wassrigen 
und einer organischen Phase, im Vordergrund, da Phospholipide als 
naturliche Hauptbestandteile von Biomembranen amphiphile Eigenschaften 
aufweisen. 

Obwohl PLD auch in uberstdchiometrischen Mengen an Wasser zu einer 
Umesterungsreaktion fahig ist, werden typischerweise organische 
Losemittel oder Detergentien eingesetzt, da die verwendeten Lipidsubstrate 
wasserunloslich sind und diese Lipide in Form wassriger liposomaler 
Dispersionen vom Enzym nur schlecht umgesetzt werden konnen. 

Den Stand der Technik stellen somit Zweiphasen-Systeme dar, wobei das 
Enzym in der wassrigen Phase und das angebotene Lipid im organischen 
Losemittel loslich ist; die enzymatische Reaktion vollzieht sich an der 
Phasengrenze zwischen Wasser und der organischen Phase. 

Da die Verwendung von Detergenzien oder organischen Losemitteln vor 
allem im Hinblick auf die Herstellung von pharmazeutischen Produkten oder 
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Lebensmitteln mit Problemen behaftet sein kann und unter den genannten 
Zweiphasen-Bedingungen das nicht immer gewunschte Hydrolyseprodukt 
Phosphatidylsaure entsteht, wurde nach Moglichkeiten gesucht, PLD 
katalysierte Umesterungsprozesse auch in rein wassriger Phase 
durchzufuhren. 

So ist aus der WO 00/77183 ein entsprechendes Verfahren zur 
enzymkatalysierten Umesterung oder Hydrolyse von Phospholipiden 
bekannt, bei denen das Enzym (u. a. Phospholipase D) in einem wassrigen 
Medium gelost wird, welches eine liposomale Suspension an 
Phospholipiden, Wasser, einen Alkohol oder ein Alkohol-Derivat als 
Hydroxyl tragende Komponente und, falls erforderlich, ein zweiwertiges 
Metallkation enthalt. AnschlieSend wird zum wassrigen Medium ein 
Silikagel gegeben und die daraus resultierende Mischung geruhrt. 

Die enzymatische Herstellung von Phosphatidylsauren ist in JP 04267882 
beschrieben. Dabei werden Lecithinpulver mit spezifischer PartikelgroBe mit 
Sojabohnen-Extrakten homogenisiert, die Phospholipase C und 
Phospholipase D enthalten und anschlieSend fur 24 Stunden umgesetzt. 
Auf diese Weise erhalt man annahernd 96 % der Phospholipide als 
Phosphatidylsauren. 

Ein Verfahren zur Herstellung modifizierter Phospholipide ist in 
EP-PS 399 544 beschrieben. DemgemaS werden Phospholipide mit 
Phospholipase D zu Phosphatidylsaure und einer stickstoffhaltigen Base 
umgesetzt und mit einem weiteren Enzym (Phospholipase C, 
Phosphodiesterase oder einer Saurephosphatase) zu einem Diglycerid und 
einer Phosphorbase hydrolysiert wobei die Umsetzung mit den beiden 
Enzymen bevorzugt gleichzeitig erfolgt. Beide Reaktionsschritte werden in 
einem 2-Phasen-System bestehend aus Puffer und organischen Losemittel 
wie einem Alkylcarboxylat, einem Alkan, Kohlenwasserstoffen und anderen 
durchgefuhrt. 
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M. Kamata et al. [Yukagaku, 1993, 42 (4), 297-301] beschreiben die 
quantitative Umsetzung von Phosphatidylcholin-enthaltenden 
Sojaphospholipiden zu Phosphatidylsaure oder Phosphatidyiglycerin mit 
Hilfe von Phospholipase D. Dabei wird die Hydrolyse des 
Phosphatidy Icholins zur Phosphatidylsaure sowie die 
Transphosphatidylierung des Phosphatidylcholins zum Phosphatidyiglycerin 
bei pH^Werten von 5,6 bzw. 4,8 durchgefiihrt. Zur Vermeidung der 
kompetitiven Hydrolyse erfolgte die pH-Einstellung mit einem Acetatpuffer. 

EP-A 1 223 222 beschreibt ein Verfahren zum Austausch von Basen an 
einem Phospholipid als Ausgangsmaterial, bei dem das Phospholipid einer 
Phospholipase D in Gegenwart eines Rezeptors mit Hydroxylgruppen 
ausgesetzt wird. Bei dieser Reaktion, die in einem wassrigen System 
ausgefuhrt wird, ist das Phospholipid an ein Tragermaterial gebunden, die 
Rezeptor-Komponente und die Phospholipase D werden in freier Form 
eingesetzt. 

Mit dem europaischen Patent 285 421 wird ein Verfahren zur Herstellung 
eines Phosphatidsaure-Derivats durch Einwirken von Phospholipase D auf 
ein Phospholipid in Anwesenheit eines Phosphatidylrest-Azeptors 
geschutzt. Gekennzeichnet ist dieses Verfahren im Wesentlichen durch den 
Aktivierungsschritt der Phospholipase D durch ein organisches Losemittel, 
der in Abwesenheit eines zweiwertigen Metallions durchgefiihrt wird und 
mit dem die Phospholipase D angeregt wird, die gewunschte 
Transphosphotidylierungsreaktion durchzufiihren. 

Bei den beschriebenen Verfahren des Standes der Technik ist insbesondere 
nachteilig, dass entweder die eingesetzten Phospholipide in liposomaler 
Form in Losung gebracht werden mussen, oder aber dass sie vor deren 
Einsatz erst an entsprechende Tragermaterialien gebunden werden mussen, 
um sie der PLD zuganglich zu machen. 
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Zwar ist aus DE-OS 199 17 249 ein Verfahren zur Herstellung von 
Phosphatidylserin in einem rein wassrigen Einphasensystem mit Hilfe von 
PLD beschrieben, es werden jedoch keine genaueren Angaben zum 
verwendeten Lecithin, dem pH-Wert der Reaktion, zur tatsachlich 
angewendeten Temperatur oder aber zur Enzymquelle gemacht, weshalb 
eine Nacharbeitung nicht moglich ist. 

SchlielSlich ist aus der europaischen Patentanmeldung EP 1 231 213 ein 
Verfahren zur Herstellung von Phosphatiden bekannt, das zwar sowohl in 
ausschliefclich wassriger Phase und in Gegenwart von PLD durchgefuhrt 
wird, gema(5 den Beispielen ist es aber zwingend erforderlich geeignete 
Puffer einzusetzen, um die gewunschten pH-Bedingungen gewahrleisten zu 
konnen. 

Fur die vorliegende Erfindung hat sich somit die Aufgabe gestellt, ein 
Verfahren zur Herstellung von Phospholipiden der allgemeinen Formel (I) 

H 2 C O R 1 

HC O R a 

O a). 

H 2 C O P R 3 

OH 

bereitzustellen, worin 

R 1 und R 2 unabhangig voneinander fur einen gesattigten, einfach oder 

mehrfach ungesattigten C 10 . 30 -Acylrest stehen 

und 
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O — CHa — CH — COOH 



NHa 



O — CHa — CH2 — N(CH 3 )a 



O — CHa — CHa — NHa 



OH OH 




OH 



OH 



O — C 3 H5(OH)3 



(Glycerin) 



bedeutet, bei dem mit Hilfe von ausschliefclich Phospholipase D (PLD) aus 
einem Phospholipid-Gemisch die gewunschten Produkte ohne Verwendung 
organischer Losemittel gewonnen werden. 



Gelost wurde diese Aufgabe mit einem entsprechenden Verfahren, bei dem 
in wassriger, ungepufferter Phase mit Phospholipase D (PLD) und 
mindestens einem zweiwertigen Metallion in einer ersten Stufe 
Phosphatidylsaure (PA) und in einer zweiten Stufe aus Phosphatidylsaure 
mit mindestens einer Verbindung der al/gemeinen Formel (II) R 3 - H, wobei 
R 3 die bereits fur Formel (I) angegebene Bedeutung besitzt, mindestens ein 
Phospholipid der allgemeinen Formel (I) hergestellt wird. Als Verbindungen 
der Formel (II) kommen Serin, Cholin, Ethanolamin, Inosit und Glycerin 
(gebunden uber eines der drei Sauerstoffatome) in Frage. 



Uberraschend hat sich in der Praxis herausgestellt, dass mit dem 
erfindungsgemafcen Verfahren, das tiber die Zwischenstufe einer 
Phosphatidylsaure ausgefQhrt wird, die gewunschten Phospholipide in 
grolSer Reinheit und Ausbeute erhaiten werden, ohne dass dabei die 
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eingesetzten Phospholipide einer komplizierten Vorbehandlung unterworf en, 
Tragermaterialien aus dem Reaktionsgemisch nach erfolgter Reaktion 
abgetrennt, oder aber Phasenubergangsbedingungen eingehalten werden 
mussen. 

Das vorliegende Verfahren hat sich insbesondere zur Herstellung von 
Phosphatidylserin, Phosphatidylcholine Phosphatidylethanolamin, 
Phosphatidylinosit, Phosphatidylglycerin oder beliebigen Mischungen 
daraus als geeignet gezeigt, was es gegenuber den bekannten Verfahren 
zusatzlich vorteilhaft macht. 

Auch bzgl. des Ausgangsmaterials ist das vorliegende Verfahren keinerlei 
Beschrankung unterworfen, weshalb als bevorzugt anzusehende 
Phospholipid-Gemische Lecithin und hier insbesondere Soja-, Rapsol- 
und/oder Eigelb-Lecithine empfohlen werden. 

Obwohl als Reaktionsmedium ausschlieftlich Wasser verwendet wird, kann 
das einzusetzende Phospholipid-Gemisch in uberraschend groBen Mengen 
verwendet werden. Diesbezuglich sieht die Erfindung vor, dass das 
jeweilige Phospholipid-Gemisch in Mengen von 1,0 bis 20,0 Gew.-% 
bezogen auf das Gesamtreaktionsgemisch eingesetzt wird, wobei sich 
entsprechende Dispersionen als durchaus vorteilhaft erwiesen haben. 

Auch die PLD ist keinen Beschrankungen unterworfen, doch haben sich 
Phospholipasen D, die aus Streptomyces, Actinomadura, Erdnuss, Karotte 
und/oder Kohl stammen besonders bewahrt. 

Entgegen der weithin geltenden Auffassung, dass das pH-Optimum fur 
Phospholipasen bei pH-Werten zwischen 6 und 7 liegen, kann das 
vorliegende erfindungsgemaSe Verfahren bei pH-Werten des 
Reaktionsgemisches durchgefuhrt werden, die zwischen 4,0 und 9,0 
liegen. 
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Auch fur die Reaktionstemperatur ist ein relativ breiter Bereich moglich, 
wobei eine Reaktionstemperatur zwischen 10 bis 60 °C als bevorzugt 
anzusehen ist. 

Wahrend aus den bislang bekannten Verfahren immer wieder 
Scbwierigkeiten mit den verwendeten zweiwertigen Metallionen bekannt 
wurden, kann das erfindungsgemafce Verfahren, das in einem einphasigen, 
wassrigen System durchgefiihrt wird, in Gegenwart von Ca 2+ -, Mg 2+ - 
und/oder Zn 2+ -Ionen durchgefiihrt werden, ohne dass dabei 
Ausfallungsreaktionen, eingeschrankte Enzymaktivitaten oder 
Wechseiwirkungen mit der eingesetzten OH-Gruppen enthaltenden 
Verbindung auftreten. 

Als bevorzugte Metallionen-Konzentration sieht die vorliegende Erfindung 
solche vor, die zwischen 1,0 und 100 mM liegen. 

Besonders gute Umsatzergebnisse lassen sich mit PLD-Mengen erzieien, die 
zwischen 0,1 bis 1.000 Units/g eingesetztem Phospholipid(-Gemisch) 
liegen. 

Dass das erfindungsgemafce Verfahren aufcerst problemlos durchgefiihrt 
werden kann, zeigt neben den bereits genannten Reaktionsbedingungen 
auch die Tatsache, dass die in der ersten und zweiten Verfahrensstufe 
eingesetzte PLD identisch sein kann, weshalb die vorliegende Erfindung 
diese Variante als besonders bevorzugt ansieht. In diesem Fall sind PLD- 
Varianten besonders geeignet, die aus Streptomyces species und/oder 
Actinomadura species stammen. 

Die vorliegende Erfindung beriicksichtigt aber auch Varianten, in denen die 
PLD in den beiden Verfahrensstufen unterschiedlich sind. 
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In diesem Fall sieht die vorliegende Erfindung als besonders bevorzugt vor, 
dass in der ersten Verfahrensstufe PLD eingesetzt wird, die aus 
Streptomyces chromofuscus, Erdnuss, Karotte und/oder Kohl stammt. 
Dabei hat es sich als ebenfalls vorteilhaft erwiesen, wenn der pH-Wert in 
der ersten Stufe zwischen 6,5 und 8,0 und in der zweiten Verfahrensstufe 
zwischen 5,0 und 7,5 liegt. 

Ublicherweise wird die eingesetzte PLD in freier Form im rein wassrigen 
Reaktionsmedium eingesetzt. Fur bestimmte Anwendungsfalle kann es aber 
vorteilhaft sein, wenn die entsprechende PLD oder die eingesetzten PLD- 
Mischungen in irnmobilisierter Form verwendet werden, wobei sich dann 
insbesondere kovalente und/oder adsorptive Bindungsarten anbieten. 
Geeignete Tragermaterialien fur das Enzym sind bspw. Silicagele, wie sie in 
Chromatographiesaulen eingesetzt werden, aber auch andere inerte 
Materialien mit groSen Oberflachen wie Kieselgur, Aktivkohle, Bentonite 
und Harze oder aber dreidimensional gestaltete Adsorptionskorper. 

Auch die dritte gemafc Erfindung fur die Herstellungsreaktion vorgesehene 
Komponente, die Verbindung der allgemeinen Formel (II) ist in keiner Weise 
als kritisch anzusehen, doch sollte sie vorzugsweise in Konzentrationen 
zwischen 0,1 und 5,0 molar eingesetzt werden. 

Als bevorzugte Reaktionsdauer ist erfindungsgemafc fur die erste 
Verfahrensstufe ein Zeitraum zwischen 5 und 20 Stunden vorgesehen und 
fur die zweite Verfahrensstufe eine Dauer von 0,5 bis 5 Stunden. 

Zwar wird das angestrebte Produkt aufgrund der einfachen 
Verfahrensfiihrung in einem einphasigen System in besonders guter 
Qualitat und grofcer Reinheit erhalten, doch kann fur spezielle An wendungs- 
oder Weiterverarbeitungsfalle das erhaltene Phospholipid oder das dieses 
enthaltende Gemisch durch eine alkoholische Extraktion aufgereinigt 
werden, was von der vorliegenden Erfindung ebenfalls berucksichtigt wird. 
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Insgesamt wird mit dem erfindungsgemafcen Verfahren eine besonders 
umweltfreundliche und einfach durchzufuhrende Verfahrensvariante 
angeboten, aufgrund der das erhaltene Phospholipid(-Gemisch) als 
Endprodukt insbesondere als Lebensmittelzusatz oder bspw. auch in 
sogenannten Functional Food-Produkten ohne Problems und ohne weitere 
Aufarbeitung eingesetzt werden kann. Zudem sind keinerlei 
Aufreinigungsschritte im Hinblick auf die zuriickbleibende Mutterlauge 
notwendig, so dass diese mit der sie enthaltenden PLD und ohne 
Regenerierungsschritte sofort wieder eingesetzt werden kann. 

Die nachfolgenden Beispiele verdeutlichen die Vorteile des 
erfindungsgema&en Verfahrens zur Herstellung von Phospholipiden. 

Beispiele 

In den nachfolgenden Beispielen erfolgte die Phospholipid-Herstellung 
erfindungsgemaG in zwei Verfahrensstufen in einem einphasigen, 
wassrigen System, bei dem im ersten Schritt Phosphatidylsaure durch die 
enzymatische Hydrolyse der Phospholipid-Komponente mit PLD und in 
Gegenwart von Ca 2+ -lonen hergestellt wurde. Die Reaktionstemperatur 
betrug 35 bis 60 °C, die Phospholipase D mikrobiellen Ursprungs wurde in 
Mengen eingesetzt, die 50 bis 1 .500 Units/mM Phospholipid entsprachen, 

» 

wobei der pH-Wert der Reaktionsmischung zwischen 5,5 und 8,0 lag. 

Im zweiten Verfahrensschritt wurden die Reaktionsbedingungen gegenuber 
dem ersten Verfahrensschritt dahingehend geandert, dass L-Serin als OH- 
Gruppen tragende Komponente zugesetzt wurde und zwar in einer die 
eingesetzte Phospholipid-Menge ubersteigenden Menge. Der pH-Wert des 
Reaktionsgemisches lag im zweiten Verfahrensschritt zwischen 4,0 und 
6,0 und die Temperatur betrug 20 bis 60 °C. 
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Als Ausgangsmaterial diente ein Phospholipid-Gemisch, enthaltend 
Phosphatidylcholin, Phosphatidylethanolamin und Phosphatidylinosit, das in 
Mengen von 15 bis 175 mM verwendet wurde. Besonders geeignet hat 
sich als Ausgangsmaterial Epicuron® 100 P der Firma Lucas Meyer (jetzt 
Degussa Texturant Systems Deutschland GmbH & Co. KG), bestehend aus 
20 bis 25 Gew.-% Phosphatidylcholin, 18 bis 23 Gew.-% 
Phosphatidylethanolamin und 12 bis 15 Gew.-% Phosphatidylinosit, sowie 
Epicuron® 130 (Quelle: siehe oben), mit 30 bis 35 Gew.-% 
Phosphatidylcholin, 15 bis 20 Gew.-% Phosphatidylethanolamin und 8 bis 
13 Gew.-% Phosphatidylinosit. 

Das Ausgangsmaterial wurde jeweils vor Reaktionsbeginn gut in der 
wassrigen Phase homogenisiert, sodann wurden Ca 2+ - oder Mg 2+ -lonen in 
Konzentrationen von 100 mM eingebracht. 

Die verwendete PLD wurde in immobilisierter Form gemaft Rohm {unter 
Verwendung von Eupergit C) eingesetzt. 

Beispiel 1 

1. Zuerst wurden eine Suspension des Phospholipid-Gemisches 
(2,26 mmol) und CaCI 2 (10 mmol) in 100 ml Wasser mit NaOH (0,1 
M) auf pH = 6,5 bis 7,5 eingestellt. Dann wurde die Reaktion mit 
PLD (1 .000 bis 1 .500 Units) unter Ruhren fur 16 Stunden bei 40 °C 
durchgefuhrt. Nach 5 Stunden lag die Ausbeute an 
Phosphatidylsaure bei 90 % des Endwertes, was mit Hilfe der HPLC- 
Methode festgestellt wurde. 

2. Die so erhaltene Phosphatidylsaure wurde nach der Reaktion aus der 
wassrigen Phase abfiltriert und mehrmals mit Wasser gewaschen, 
wobei Cholin, Ethanolamin bzw. Inosit und Salz-Anteile 
ausgewaschen wurden. 
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3. Die immobilisierte PLD verblieb im Niederschlag und wurde weiter 
benutzt. 

4. Die gewaschene Phosphatidylsaure (1 bis 2 mmol) wurde dann 
weiter zu Phosphatidylserin (PS) umgewandelt. Dazu wurde die 
Losung (10 mM, in Wasser) zuerst mit Salzsaure (0,1 mol/l) auf pH 
= 5,5 eingestellt, die Temperatur bei 30 °C gehalten und CaCI 2 
(100 mM) sowie L-Serin in 10-fachem Gberschuss der Losung 
zugesetzt. 

5. Unter Ruhren wurde daraufhin die Reaktion 10 Stunden laufen 
gelassen, wobei die Ausbeute von PS nach 4 Stunden bereits bei 40 
% des Endwertes lag. 

6. Nach der Reaktion wurde die Losung mit Hexan/lsopropanol 
extrahiert und das PS wurde durch Aceton-Failung aufgereinigt. 

7. Die immobilisierte PLD konnte aufgrund ihrer Partikel-GrofSe mit 
einem Sieb abgetrennt und wiedergewonnen werden. 

Beispiel 2 

1. Zuerst wurden eine Suspension des Phospholipidgemisches 
(2,26 mmol) und CaCI 2 (10 mmol) in 100 ml Wasser mit NaOH (0,1 
M) auf pH = 7 eingestellt. Dann wurde die Reaktion mit PLD (1 .000 
bis 1.500 Units) unter Ruhren fur 16 Stunden bei 50 °C 
durchgefuhrt. Nach 5 Stunden lag die Ausbeute an 
Phosphatidylsaure bei 90 % des Endwertes, was mit Hilfe der HPLC- 
Methode festgestellt wurde. 

2. Die so erhaltene Phosphatidylsaure wurde nach der Reaktion aus der 
wassrigen Phase abfiltriert und mehrmals mit Wasser gewaschen, 
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wobei Cholin, Ethanolamin bzw. Inosit und Salz-Anteile 
ausgewaschen wurden. 

3. Die immobilisierte PLD konnte wegen ihrer Partikelgrofce durch ein 
Sieb von PA-Anteilen getrennt und wiedergewonnen werden. 



4. Die weiteren Schritte zur PS-Herstellung wurden gemafc Beispiel 1 
(Schritte 4 bis 7) durchgefuhrt. 
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Anspruche 



1. Verfahren zur Herstellung von Phospholipiden der allgemeinen 
Formel (I) 

H 2 C O R l 



HC 



H 2 C 



R2 



OH 



R3 



(I) 



worm 
R 1 und R 2 



und 
R 3 = 



unabhangig voneinander fur einen gesattigten, einfach 
oder mehrfach ungesattigten C 10 . 30 -Acylrest stehen 



O — CH 2 — CH — COOH 



NH 2 



O — CH 2 — CH2 — N(CH3)3 



O — CHa — CH 2 — NHa 



OH OH 



O 




OH 



OH 



OH 



O — C 3 H s (OH) 2 



(Glycerin) 
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bedeutet, 

mit Hilfe von ausschlieBlich Phospholipase D aus einem 
Phospholipid-Gemisch und ohne Verwendung organischer 
Ldsemittel, dadurch gekennzeichnet, dass in wassriger, 
ungepufferter Phase mit Phospholipase D (PLD) und mindestens 
einem zweiwertigen Metallion in einer ersten Stufe 
Phosphatidylsaure (PA) und in einer zweiten Stufe aus 
Phosphatidylsaure mit mindestens einer Verbindung der allgemeinen 
Formel (II) R 3 — H, in der R 3 die oben angegebene Bedeutung hat, 
mindestens ein Phospholipid der allgemeinen Formel (I) hergestellt 
wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass 
Phosphatidylserin, Phosphatidylcholin, Phosphatidylethanolamin, 
Phosphatidylinosit und/oder Phosphatidylglycerin erhalten werden. 

3. Verfahren nach einem der Anspruche 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, dass als Phospholipid-Gemisch Lecithin und 
besonders bevorzugt Soja-, Rapsol- und/oder Eigelb-Lecithin 
eingesetzt werden. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Phospholipid-Gemisch in Mengen von 1,0 
bis 20,0 Gew.-% bezogen auf das Gesamtreaktionsgemisch und 
besonders bevorzugt als Dispersion eingesetzt wird. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet dass die PLD aus Streptomyces, Actinomadura, 
Erdnuss, Karotte und/oder Kohl stammt. 
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6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet, dass der pH-Wert des Reaktionsgemisches 
zwischen 4,0 und 9,0 liegt. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Reaktionstemperatur 1 0 bis 60 °C betragt. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch 
gekennzeichnet, dass als zweiwertiges Metallion Ca 2+ , Mg 2+ 
und/oder Zn 2+ eingesetzt werden. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Metallionen-Konzentration zwischen 1,0 
und 100 mM betragt. 

« 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch 
gekennzeichnet, dass die PLD in Mengen von 0,1 bis 1.000 Units/g 
eingesetztem Phospholipid verwendet wird. 

11. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch 
gekennzeichnet, dass die in der ersten und zweiten Verfahrensstufe 
eingesetzte PLD identisch ist. 

1 2. Verfahren nach Anspruch 1 1 , dadurch gekennzeichnet, dass die PLD 
aus Streptomyces species und/oder Actinomadura species stammt. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch 
gekennzeichnet, dass die PLD in den beiden Verfahrensstufen 
unterschiedlich ist. 
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14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass in der 
ersten Verfahrensstufe PLD aus Streptomyces chromofuscus, 
Erdnuss, Karotte und/oder Kohl stammt. 

15. Verfahren nach einem der Anspruche 13 oder 14, dadurch 
gekennzeichnet, dass der pH-Wert der ersten Stufe zwischen 6,5 
und 8,0 und in der zweiten Stufe zwischen 5,0 und 7,5 liegt. 

16. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 15, dadurch 
gekennzeichnet, dass die PLD in immobilisierter Form eingesetzt 
wird, besonders bevorzugt in kovalenter und/oder adsorptiver 
Bindungsart. 

17. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 16, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Verbindung der allgemeinen Formel (II) in 
Konzentrationen zwischen 0,1 und 5,0 molar eingesetzt wird, 

18. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 17, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Reaktionsdauer der ersten Verfahrensstufe 
5 bis 20 Stunden und die der zweiten Verfahrensstufe 0,5 bis 5 
Stunden betragt. 

19. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 18, dadurch 
gekennzeichnet, dass das erhaltene Phospholipid(-Gemisch) durch 
eine alkoholische Extraktion aufgereinigt wird. 
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